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はしがき
腔性幹細胞を介した遺伝子導入による形質転換動物の作出法は､榛的遺伝子改変ができることなどか
ら､従来の前核へのマイクロインジェクション法(染色体のどの位置に導入遺伝子が挿入するかコントロ
~ルすることがむずかしい)に比べてきわめて有効であり､方法の確立が望まれているが､り夕において
研究を進めるためには腫性幹細胞､特に生殖系列キメラを形成する腫性幹細胞の樹立が必要である｡本研
究では生殖系列キメラを形成する豚性幹細胞の樹立を目的として実験を行ったが.研究費の補助を受けた
過去3年間の成果は次の通りである｡
(1 )卵母細胞の体外成熟･体外受精･体外発生によ｡･成熟未受精卵､腔盤胞期雁を安定して作出す
る培養系を開発した｡
-(V2 )体外で作出した旋盤胞期肱からマウスの雁性幹細胞と形態の一致する多分化能をもつ細胞株を樹
立した｡
(3)樹立した細胞株は脱出旋盤胞に接着させるとキメラを形成した｡
(4 )肘生幹細胞の維持に必要な生理活性物質を同定した｡
(5)肱性幹細胞を除核未受精卵に移植する方法を開発し､再構築腔の培養法を考案した｡
以上の研究成果は､逐次､学会誌などに発表してきたが､本報告書には発表論文リストを挙げるとと
もに主な発表論文を収録する｡
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精後の染色体変化･家畜繁殖学会(第88回大会､京都､講演要旨集pp.41,1995)
14)井上麻紀･内藤邦彦･佐藤英明:ブタ卵におけるタンパク質合成阻害がMAPキナーゼ活性および成
熟過程に及ぼす影響について･家畜繁殖学会(第88回大会､京都､講演要旨集pp.54,1995)
15)中山泰亮･内藤邦彦･豊田　裕･佐藤英明:卵丘卵子複合体における卵丘細胞間マトリックスの構
成と卵丘膨化･日本細胞生物学会(第48回大会､仙台市､講演要旨集pp.145,1995)
16)高橋祐司･山川直美･古川　清･佐藤英明･豊田　裕:マウスにおける卵子細胞膜精子受容体同定
の試み･日本細胞生物学会(第48回大会､仙台市､講演要旨集　pp.145,1995)
17)松本和也･粟屋　昭･佐藤英明:血管新生増強効果をもつ合成ピリミジン化合物によるマウス誘起
排卵の高位安定化･日本獣医学会(第120回大会､鳥取市､講演要旨集pp.160,1995)
18)小島真- ･松本和也･佐藤英明:マウス1細胞期雁で発現する附生由来遺伝子群の解析.日本分子生
物学会(第18回大会､名古屋､プログラム･講演要旨集､ pp.418,1995)
19)中山泰亮･佐藤英明:ブタ卵丘卵子複合体の成熟過程におけるヒアルロン酸結合蛋白質の動態.日
本畜産学会(第91回大会､名古屋､講演要旨集　pp.224,1996)
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zo)松本和也･小島真一･佐藤英明:受精後初めてマウス1細胞期-発-る馳由来遺伝子群の同
定･日本畜産学会(第91回大会､名古屋､講演要旨集pp･288,1996)
zl)内藤邦彦･佐藤英明:ブタ成熟卵に存在する成熟促進因子の検討･日本-動物卵子学会(第37回大
会､兼京､日本捕乳動物卵子学会臥518,1996)　　　　　　　　　1
zz) NokQydmO･T･ ･Inoue,M･ ,SdtO･E･ :EFfeCt of ooCyte⊂tomy on glycosqminoglyCdn Synthesis during
Cumulus expansion in porcine Cumulus-ooCyte Complexes Cultured in vitro.The 13th
lnternotionol (ongress on Animal Reproduction (sydney･Austmlid･Abstroct vol.Z,p.10-
11,1996)
23 MqtSumOtO･K･ ･KojimQ･S･ ･SQtO･E･ :IdentifiCotion of zygotic genes qctivdted in the mouse 1-Cell
embryo･The 13th lnternotionol Congress on Animql Reproduction (sydney'Austrdliq,AbstrcKt.
Vo1･Z,p･Z6-ll,1996)
Z4) Soburi･S･ ･Azumo,S･ ･SQtO･E･ ･Tqchi,〔･ ,Toyodd･Y･ : Production dndcnqlysis of germ linechimeros
derived from a sing一e ES Ceu miCroinjeCted into8-Cell stqge embryo of the mouse. Z9thAnnuql
Meeting of the society for the study ofReproduCtion･ (〔onodq･ Biol･Reprod, I Vol･54. Supp1. ,1,
P･17Z,1996)
25)松本和也･佐藤英明･粟屋昭:血管新生増強作用を持つ合成ビリミジン化合物Ms-818によるマウ
ス誘起排卵の促進効果･日本生化学会･日本分子生物学会(削9回大会･第19回年会合同年会､
札幌､合同年会講演要旨集4-pO640,1996)
26)小島真一･松本和也･種村健太郎･佐藤英明:マウス1細胞期-発射る馳由来遺伝子群の解
析･日本生化学会･日本分子生物学会(第69回大会･第19回年会合同年会､札幌､合同年会講演
要旨集41P-0667,1996)
27)笠井研･相川順一･久和茂･佐藤英明･塩田邦郎･小川智也:組換えラットIeukemidZnhibitory
FdCtOrの発現と棚機能の解析･日本獣医学会(第122回大会､帯広､講演要旨集pp･97,1996)
28)森庸厚･許継平･李掛佐藤英明･斉藤滋･郭卯:マウス卵巣におけるFQS-FqSligQndsystem
の発現とアポトシスによる閉脚胞形成･日本癌学会総会(第55回大会､講演要旨集
pp･6◎,1996)
29) M8nObe･N･ ･Soto･E･ ･MiydmOtO･Y･ ･Enishi･0･ ･Sugimoto･M･ ･Miyomoto,H･ :MorphologicoI Cnd
histoChemi⊂ol study oF spermotogenesis in the testis of Joponese weosls (Muste18 SibiriC8
itQtSi)･ stellite symposim to the 8th AAAP･ (Onservotion Biology for Humqn qnd Anim-ving.
(wokoydmO･Jopdn･Abstr8Ct P･ 25-26,1996)
30) Inoue,M･･Noito･K･ ･Soto･E･ : MAP kindSe qCtivdtion in porcine ooCyte moturqtion. The SthAAAP ,
AnimQI science Congress (Tokyo･JdPqn･Proceedings･vol ･Z,p･64-65,1996)
31) HqrOguChi･S･ ･Noito･K･･SQtO･E･ :Involvement of phosphate in Z-Cel block qnd MPF qCtivity of
AKR/Nmouse embryo.The 8th AAAPdnimdl SCienCe (ongress･ (Tokyo･ Jopon･ proceedings, vo†.2,
p･ 74-75,1996)
32) Xu･J-P･･Guo,MIW･,Mori･E･･SdtO･E･･Sqito,S･,Mori･T･: Expresson of FQS ligdnd mRNA in murine
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OVOry･ JSIR. 21:63-64,1996
33) Sqto･E･: A new strategy for enhonCement of number of ovulotions in mQnTnQIs.3rd lntrnotionoI
Meeting on 810teChnology in AnimQI ReproduCtion･(〔oiro,Egypt.Program qnd Abstract Book of
(ontrivuting Pqpers,p.ll.1996)
I
34) TonemurQ･K･ ･MQtSumOtO･K･ ･Kuromoto･K･ ,HQydShi･Y･ ･SQtO,E. : ApoptotiC germ Ceu death in oged
mouse testis･ 8th interndtionQl Congress on (ell Biology a ョoth American Society for Cell
Biology･ Annudl Meeting･ (son Fr8nSisco･usA･Mo"iol･〔ell,Suppl･7,p･4910,1996)
35) TqnemJm･K･･MQtSumOtO･K･･KuronDt0,K･･HoyQShi･Y･,Soto,E･ : Telomerose q｡tivity in the
elong8ted spermotids･ XZVth Testis Workshop:Germ 〔en Development,Division,DisruptioMnd
Deqth･ (Boltimore･uSA,Final Progrqm qnd AbstrdCt Book,p.64,1997) ′
36)中山泰亮･佐藤英明:ブタ卵丘卵子桓合体の成熟過程におけるCD4 4の役割.日本畜産学会(第
92回大会･川崎､講演要旨集､ pp.188,1997)
37)井上麻紀･内藤邦彦･佐藤英明:MAPキーゼは卵核胞崩壊前に細胞質から核内へ移行し卵核胞崩壊
を誘導する･日本畜産学会(第92回大会､川崎､講演要旨集､ pp.1m,1997)
38)中山泰亮･佐藤英明:卵成熟過程における卵丘膨化の役割･日本晴乳動物卵子学会(第38回大会､
盛岡､ J･Mo-･Ovo Res.,14:58,1997)
39)三好和睦･佐藤英明:体外成熟/体外受精/体外増糞により作出されたブタ腫盤胞のフィーダー細胞
への接着･日本受精着床学会(第15回大会､東京･プログラム･講演抄鐘集､ pp.1ZZ,1997)
40) TokQhqshi･Y･,Yomokowd･N･ ･Toyodo･Y･･ Furukowo･K･,SQtO･E･: A search for the egg molecules
involved in sperm-egg binding in miCe･ ョoth An-I Meeting of Society for the Study of
Reprodutcion･ (portlond･Oregon･USA･Biol ･Reprod･ ,56(Suppl I 1) :162,1997)
41) HoroguChi･S･ ･Nqito･K･･Sqto,E･ : Relationship between phosphate and cell Cycle related
proteins in AKR/N mouse embryos･ 30th AnnuQl Meeting of Society for the Study ofReprodu⊂tion.
(Portldnd･Oregon･USA･Biol ･Reprod･56(Suppl ･1):190,1997)
42)許継平･李和･佐藤英明･斉藤滋･郭卯成･森庸厚:マウス卵巣のおけるF85/Fqsligqnd
システムの発現とその閉鎖卵胞形成機序･日本免疫学会総会(学術集会記録､ 26巷pp.221,1996)
43)佐藤ひか｡ ･小林仁･佐々田比呂志･高坂哲也･佐藤英明:同性ヤギにおける雄特異的DNA配
列の解析･日本繁殖生物学会(第90回大会､東京､講演要旨. pp.65,1997)
44) Jidng･J･Y･, Miyoshi,K･･ Umezu･M･･ SdtO･E･:in vitro Fertilization qnd development of
superovulQted oocytes derived from immature rdw rots･日本不妊学会(第42回大会､東京､
日本不妊学会誌､ 42:374,1997)
(3)出版物
1)佐藤英明:東　貞宏･久和　茂･豊田　裕:マウス肱性幹細胞の操作技術,分子医科学
実験プロトコール･分子生物学実験とその臨床応用,東京大学医科学研究所学友
会編, pp.259-2秀潤社, 1995.
-8-
2)佐藤英明:内藤邦彦･豊田　裕:マウス初期肱の操作技術,分子医科学実験プロトコール,
分子生物学実験とその臨床応用･東京大学医科学研究所学友会編, pp.259-265,秀潤社, 1995.
3)佐藤英明:卵子･新編畜産大事典･日本畜産学会編, pp.120-125,養賢堂, 1996.
4)佐藤英明:豊田　裕:畜産のバイオテクノロジー･動物生産学･大久保忠旦･豊田裕･l会田勝美編,
pp.281-299,文永堂, 1996
5)山内一也･豊田　裕･岩倉洋一郎･森庸厚･佐藤英明:マウス膝の操作マニュアル,
第2版(翻訳) ,近代出版, 1997
6)佐藤英明:動物バイオテクノロジーのフロンティア､暮らしの中の動物たち､菅野茂編､ pp.20-25,
(社)日本畜産学会､ 1997
おわりに
臓器移植は臓器不全の末期患者に対する治療法として､わが国においても認知されてきているが､臓
器提供数の伸び悩みにより､移植実施症例数は頭打ちとなっている｡このような状況を背景として異種臓
器移植の研究の必要性がさけばれているが､異種臓器移植け-としては､ブタが最も有力な候補になっ
ている｡異種臓器移植においては､移植された臓器に対してレシピエントの補体や抗体が強く反応して｢超
急性拒絶反応｣を生じ､移植した臓器の血管が破壊され臓器への血流が途絶し死に至る｡ r超急性拒絶
反応｣の抑制方法として､移植臓器の抗原性を低下させることが最も望ましい｡そのため､細胞性免疫の
標的抗原や抗体産生のエビトプの遺伝子を破壊する方法(遺伝子ノックアウト)が構想されてきた｡こ
のような遺伝子をノックアウトしたブタをつくるためには､ 1)卵母細胞の体外成熟､体外受精､体外発
生による成熟未受精卵､腫盤胞期膝の安定供給培養系の開発､ 2)肱性幹細胞株の樹立､ 3)遺伝子夕-
ゲテングベクターの作製と遺伝子欠損腫性幹細胞の樹立･ 4)成熟未受精卵への腫性幹細胞の導入(核移
描)と旋盤胞への培養技術の開発･が必要である｡本研究によって･ 1 )と2)の課題が解決したので遺
伝子ノックアウトブタの作製は今後､急展開するだろう｡遺伝子改変ブタの作製技術が完成すると､ブタ
の実験動物としての価値も高まる｡特にヒト遺伝子の全構造を解明しようとするヒトゲノムプロジェクト
への貢献が大きくなり､動物を用いた新規遺伝子､特に高次機能に係わる遺伝子の機能解析においてブタ
が重要な役割をもつようになると考えられる｡
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